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Die Erfindung betrifft ein Verfahren und eine Vorrichtung zur 
Bestimmung der Aktivitat von Enzymen in Fliissigkeiten . 

Die Bestimniung von Enzymaktivitaten in Korperf liissigkeiten, wie 
Serum, Plasma, Harn, Liquor oder auch homogenisiertem Gewebe, 
hat fiir die Diagnostik und zur Verlaufs- bzw. Therapiekontrolle 
ganz wesentliche Bedeutung erlangt. 

Beispielsweise in Serum ist die Unterscheidung zwischen Enzym- 
proteinen und den iibrigen Serumproteinen auf chemischem Wege 
auflerst problematisch • Dabei ist zu beriicksichtigen, daB die 
Konzentrationen der einzelnen Enzyme in Korperf liissigkeiten 
auBerordentlich gering sind. So enthalt das Serum eines gesun- 
den Menschen 0 , 1 jjg Glutamat-Oxal-Azetat-Transaminase im Milli- 
liter. Zum Vergleich sei erwahnt, daB die GesamteiweiBkonzen- 
tration 60 bis 80 mg/ml Serum betragt, d.h. die Konzentrationen 
verhalten sich etwa wie 1:700.000. Da die Bestimmung der Enzym- 
konzentrationen auf chemischem Wege problematisch ist, berech- 
net man ihre Aktivitat aus der Geschwindigkeit , mit der die Um- 
setzung eines geeigneten Substrats erfolgt. 

Aus der klinischen Chemie ist das sogenannte ALISA-Verf ahren 
bekannt, bei dem auf immunologischem Wege die Konzentrationen 
eines Enzyms und des ent sprechenden Enzym- Inhibitor-Komplexes 
in einer Gewebeprobe bzw. in einer MeJ3probe erfaflt werden. Eine 
Messung der Enzymaktivitat ist nach diesem Verfahren nicht mog- 
lich, da hier lediglich Konzentrationen gemessen werden, wobei 
nicht beriicksichtigt wird, daB ein Enzym sowohl in aktiver als 
auch in inhibierter Form vorliegen kann. 

Aus dem Stand der Technik sind Verfahren bekannt, bei denen ei- 
ner MeBprobe zunachst die mit einem bestimmten Enzym korrespon- 
dierenden Enzym-Inhibitoren entzogen werden und anschlieBend 
die Aktivitat dieses Enzyms ' best immt wird. Die bekannten Ver- 
fahren sind sehr aufwendig, was einerseits auf die verwendeten 
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MeiSproben in Form von Gewebeproben zuruckzuf iihren ist und an- 
dererseits auf die Vorgehensweise , wie die Enzym-Inhibitoren 
der MeJBprobe entzogen werden* Dazu wird die MeBprobe mit einer 
Substanz versetzt, die die Enzym-Inhibitoren an sich bindet. Um 
die Enzym-Inhibitoren moglichst vollstandig zu binden, mu3 die 
Substanz iiber eine bestimmte Dauer auf die MeBprobe einwirken, 
wobei eine moglichst homogene Mischung zwischen Meflprobe und 
Substanz auf rechterhalten werden mui3. AnschlieBend miissen die 
so behandelte MelBprobe und die Substanz in einera Trennverf ahren 
separiert werden. 

Davon ausgehend liegt der Erfindung nun die Aufgabe zugrunde, 
ein Verfahren und eine Vorrichtung zur Bestimmung der Aktivitat 
von Enzymen in Flussigkeiten anzugeben, welche eine weitgehende 
Automatisierung und also eine Rationalisierung der Mefimethode 
ermoglichen . 

Das erf indungsgemaBe Verfahren lost die voranstehende Aufgabe 
durch die Merkmale des Patentanspruchs 1. Danach ist ein Ver- 
fahren zur Bestimmung der Aktivitat von Enzymen in Flussigkei- 
ten, bei dem einer MeBprobe die mit mindestens einem Enzym kor- 
respondierenden Enzym-Inhibitoren entzogen werden und bei dem 
die so behandelte MeBprobe mit einem Substrat versetzt wird, 
wobei das Substrat durch das Einwirken des Enzyms in Spaltpro- 
dukte aufgespalten wird und der Anstieg der Konzentration zu- 
mindest eines Spaltprodukts des Substrats pro Zeiteinheit wah- 
rend einer Inkubationszeit erfaBt wird, so ausgestaltet , daB 
die Enzym-Inhibitoren der MeBprobe auf chromatographischem Wege 
entzogen werden. 

Erf indungsgemaB ist erkannt worden, daB die Enzym-Inhibitoren 
der MeBprobe auch entzogen werden konnen, ohne daB eine mog- 
lichst homogene Mischung zwischen der entsprechenden Substanz 
und der MeBprobe hergestellt -werden muB und anschlieBend ein 
aufwendiger Trennvorgang vorgenommen v/erden muB . In diesem Zu- 
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sanunenhang ist erkannt worden, daB das Mischen und Trennen auch 
auf chromatographischem Wege aber praktisch in einem Verfah- 
rensschritt durchgefuhrt werden konnen. Besonders vorteilhaft 
daran ist, daB mit dein erf indungsgemaBen Verfahren nunmehr En- 
zymaktivitaten von in fliissiger Form vorliegenden MeBproben, 
d.h. von Korperf liissigkeiten aller Art sowie von homogenisier- 
ten Gewebeproben, bestiimnt werden konnen, wobei das Entziehen 
der Enzym-Inhibitoren auf chromatographischem Wege eine weitge- 
hend automatisierte Verf ahrensf iihrung ermoglicht. 

Dazu wird die MeBprobe in vorteilhaf ter Weise durch eine Saule 
mit einem chromatographischen Tragermatieral geleitet, wobei 
das Tragermaterial mit einer die Enzym-Inhibitoren bindenden 
Substanz versetzt ist. Dabei reichern sich die Enzym-Inhibito- 
ren in der Saule an, so daB also gleichzeitig, quasi als Neben- 
produkt des erf indungsgemaBen Verfahrens auch eine Isolation 
der Enzym-Inhibitoren erreicht wird. 

Um nun die MeBergebnisse verschiedener MeBvorgange miteinander 
vergleichen zu konnen, miissen definierte Versuchsbedingungen 
eingehalten werden. Dazu kann die behandelte MeBprobe, d.h. die 
von Enzym-Inhibitoren bereinigte MeBprobe, mit einem geeigneten 
Saulenpuffer definiert verdiinnt werden. AuBerdem kann der MeB- 
probe ein je nach den Versuchsbedingungen und zu bestimmenden 
Enzymaktivitaten geeigneter MeBpuffer beigemischt werden. In 
einer vorteilhaf ten Variante des erf indungsgemaBen Verfahrens 
laBt sich das MeBassay, d.h. die zumeist verdiinnte MeBprobe in 
Verbindung mit dem Testsubstrat , das durch Einwirken des zu be- 
stimmenden Enzyms in Spaltprodukte aufgespalten wird, wahrend 
der Inkubationszeit temperieren. 

Grundsatzlich gibt es verschiedene Moglichkeiten , um den An- 
stieg der Konzentration zumindest eines Spaltprodukts des Sub- 
strats pro Zeiteinheit v/ahrerid der Inkubationszeit zu erfassen. 
Besonders vorteilhaft ist es, den Anstieg der Konzentration 
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f luorometrisch zu bestiirmen, da sich auf diese Weise besonders 
gut der Zeitverlauf des Konzentrat ionsanstiegs verfolgen laBt. 

Die der Erfindung zugrundeliegende Aufgabe wird auBerdem durch 
eine Vorrichtung zur Bestimmung der Aktivitat von Enzymen in 
Fliissigkeiten mit den Merkmalen des Patentanspruchs 7 gelost. 
Danach ist zur Behandlung einer MeBprobe eine Saule mit einem 
chromatographischen Tragermatieral vorgesehen, wobei das Tra- 
germaterial mit einer Substanz versetzt ist, welche in der Me/3- 
probe vorliegende, mit mindestens einem Enzym korrespondierende 
Enzym- Inhibitoren bindet- Dem einen Ende der Saule ist eine Zu- 
f iihreinrichtung fur MeBproben zugeordnet. In FluBrichtung der 
MeBprobe, d.h. der Saule nachgeschaltet ist eine Ventil/Pumpen- 
Anordnung angeordnet, mit der mindestens ein Versuchsgef aB mit 
einem Substrat und zumindest einem Teil der MeBprobe befullbar 
ist. SchlieBlich ist noch ein Detektor zum Erfassen des An- 
stiegs der Konzentration zumindest eines Spaltprodukts des Sub- 
strats pro Zeiteinheit vorgesehen. 

Erf indungsgemaB ist erkannt worden, daB sich ein Verfahren zur 
Bestimmung der Aktivitat von Enzymen in Fliissigkeiten , bei dem 
einer MeBprobe auf chromatographischem Wege die mit einem Enzym 
korrespondierenden Enzym-Inhibitoren entzogen werden, in eine 
sequentielle Versuchsanordnung umsetzen laBt. Das heiBt, eine 
MeBprobe durchlauft nacheinander verschiedene Stationen einer 
Versuchsanordnung, ohne daB die MeBprobe vor Beendigung des 
Versuchs der Versuchsanordnung entnommen werden muB und spe- 
ziell behandelt werden muB .* Besonders vorteilhaft in diesem Zu- 
sammenhang ist, daB die Messungen weitgehend automatisch durch- 
gefiihrt werden konnen, indem einzelne Komponenten der Vorrich- 
tung automatisch angesteuert und bedient werden. 

In einer vorteilhaf ten Ausgestaltung der erf indungsgemaBen Vor- 
richtung ist die Saule mehrfach verwendbar, d.h. es lassen sich 
mit einer Saule mehrere MeBproben hintereinander behandeln. 



Dazu herrscht in der Saule ein OberschuB an der Substanz, wel- 
che die in den MeBproben vorliegenden Enzym-Inhibitoren bindet. 
Die Menge bzw. der Oberschufl an der Substanz bestimmen letzt- 
lich die Kapazitat der Saule. 

Von Vorteil ist es auflerdem, wenn die Saule austauschbar ist. 
In diesem Falle kann einerseits eine verbrauchte Saule durch 
eine neue Saule ersetzt werden. Andererseits kann die erfin- 
dungsgemaBe Vorrichtung dann auch fur unterschiedliche Versuche 
prapariert werden, d.h. fiir die Messung von Aktivitaten unter- 
schiedlicher Enzyme. Hierfiir mussen den Meflproben jeweils un- 
terschiedliche Enzym-Inhibitoren entzogen werden. Dementspre- 
chend muB die Saule also mit unterschiedlichen Substanzen pra- 
pariert sein. 

Im Hinblick auf eine Automatisierung des MeBverf ahrens ist es 
vorteilhaf t wenn die Zuf iihreinrichtung nicht nur Zugriff auf 
einen MeBprobenspeicher , wie z. B. ein Probenrondell , hat son- 
dern auch auf ein Reservoir eines Saulenpuf f ers . Der Saulenpuf- 
fer dient zum Nachspulen bzw. Durchspiilen der Saule nach jeder 
MeBprobe, um ein Vermischen von unterschiedlichen MeBproben in 
der Saule und also eine MeBwertverf alschung zu vermeiden. Im 
Rahmen einer automatischen Ver f ahrensf iihrung wird die Zufiihr- 
einrichtung dann also immer abwechselnd auf den MeBprobenspei- 
cher und das Reservoir des Saulenpuf f ers zugreifen. Vorteilhaft 
ist es in diesem Zusammenhang auch, wenn der Saule nachgeschal- 
tet eine Kontrollvorrichtung zum Uberpriifen der Reinheit des 
aus der Saule austretenden Saulenpuf f ers vorgesehen ist. Eine 
solche Kontrollvorrichtung kdnnte beispielsweise- photometrisch 
arbeiten oder auch Mittel zur Messung der Leitf ahigkeit der aus 
der Saule austretenden Flussigkeit umfassen. 

Wie bereits erwahnt dient der Saulenpuffer zum Nachspulen der 
Saule, nachdem eine MeBprobe die Saule durchlaufen hat. Des 
weiteren dient der Saulenpuffer aber auch zur Verdiinnung der 
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MeBprobe . Zur Auswertung der MeBergebnisse und auch um defi- 
nierte Versuchsbedingungen zu schaffen, ist in einer vorteil- 
haften Ausgestaltung der erf indungsgemaBen Vorrichtung der 
Saule nachgeschaltet eine Meflvorrichtung zum BestimiBen der Ver- 
diinnung der MeBprobe mit dem Saulenpuffer angeordnet. Eine der- 
artige MeBvorrichtung konnte beispielsweise Mittel zur Volumen- 
bestiimnung von Fliissigkeiten umfassen. Da in der Kegel das Vo- 
lumen der MeBprobe bekannt ist, reicht es, das Volumen des hin- 
zukonunenden Saulenpuffers zu bestiminen oder das Gesamtvolumen 
aus MeBprobe und Saulenpuffer. 

Je nach Art der Me/iprobe und des verwendeten Saulenpuffers kann 
es vorteilhaft sein auch eine Mischvorrichtung zum Herstellen 
einer homogenen Mischung der behandelten MeBprobe mit dem Sau- 
lenpuffer vorzusehen . 

Oftmals ist es auch erf orderlich, der MeBprobe, gegebenenf alls 
dem Saulenpuffer und dem Substrat in dem Versuchsgef aB liber die 
Ventil/Pumpen-Anordnung zusatzlich einen MeBpuffer beizu- 
mischen, um definierte Versuchsbedingungen herzustellen . In 
diesem Zusammenhang erweisen sich auch Mittel zum Temperieren 
des Versuchsgef aBes als vorteilhaft. . 

Wie bereits im Zusammenhang mit dem erf indungsgemaBen Verfahren 
angedeutet, ist es vorteilhaft, wenn der Detektor zum Erfassen 
des Anstiegs der Konzentration eines Spaltprodukts des Sub- 
strats ein Fluorometer umfaBt. 

In der Diagnostik ist es oftmals erf orderlich , Vergleichsmes- 
sungen zwischen den Enzymaktivitaten von unbehandeltem Serum 
und behandeltem Serum durchzuf uhren . Dazu ist es vorteilhaft, 
wenn zwischen der Zuf iihreinrichtung und der Saule der erf in- 
dungsgemaBen Vorrichtung mindestens ein umstellbares Ventil an- 
geordnet ist, iiber das die MeBprobe alternativ uber die Saule 
Oder direkt, ohne Durchlaufen der Saule in das Versuchsgef aB 
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leitbar ist. Auf diese Weise konnen sowohl Messungen an Mei3pro- 
ben durchgef iihrt werden, denen die entsprechenden Enzym-Inhibi- 
toren entzogen worden sind, als auch Messungen an unbehandelten 
MeBproben. 

In einer vorteilhaf ten Weiterbildung der erf indungsgemafien Vor- 
richtung ist zusatzlich mindestens ein Ventil vorgesehen, uber 
das zumindest der Saule und der Ventil/Pumpen-Anordnung ein 
Spiilpuffer zum Reinigen zufiihrbar ist. In vorteilhaf ter Weise 
kann so die gesamte Apparatur gereinigt werden. 

SchlieBlich sei noch darauf hingewiesen, da/3 die erf indungsge- 
maBe Vorrichtung in Verbindung mit einer Rechnereinheit automa- 
tisch betrieben werden kann, indem die Rechnereinheit sowohl 
das Zufiihren der Mefiproben und gegebenenf alls des Saulenpuf f ers 
steuert, als auch die Bestimmung der Verdunnung der Me/3probe 
und gegebenenf alls das Mischen und das Befiillen der Versuchsge- 
fai3e koordiniert. AuBerdem kann die Rechnereinheit auch zum Er- 
f assen und Auswerten des Anstiegs der Konzentration eines 
Spaltprodukts des Substrats pro Zeiteinheit verwendet werden. 

Es gibt nun verschiedene Moglichkeiten, die Lehre der vorlie- 
genden Erfindung in vorteilhaf ter Weise auszugestalten und wei- 
terzubilden. Dazu ist einerseits auf die den Patentanspriichen 1 
und 7 nachgeordneten Anspriiche, andererseits auf die nachfol- 
gende Erlauterung eines Ausf uhrungsbeispiels der Erfindung an- 
hand der Zeichnung zu verweisen. In Verbindung mit der Erlaute- 
rung des bevorzugten Ausf uhrungsbeispiels der Erfindung werden 
auch im allgemeinen bevorzugte Ausgestaltungen und Weiterbil- 
dungen der Lehre erlautert. In der Zeichnung zeigt die einzige 
Figur 

in schematischer Darstellung den sequentiellen Aufbau 
einer- erf indungsgemaBen "Vorrichtung, 
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Die in der einzigen Figur dargestellte Vorrichtung ermoglicht 
die vollautomatische und serielle Bestimmung der Enzymaktivita- 
ten von verschiedenen in fliissiger Form vorliegenden Mefiproben. 
Dabei kann es sich urn Korperf lussigkeiten aller Art Oder auch 
um homogenisiertes Gewebe handeln. 

Die Vorrichtung umfaflt erf indungsgemafi zur Behandlung einer 
Mefiprobe eine Saule 1 mit einem chroraatographischen Tragerraa- 
terial, wobei das Tragermaterial mit einer Substanz versetzt 
ist, welche in der zu untersuchenden Mei3probe vorliegende, mit 
mindestens einem Enzym korrespondierende Enzym-Inhibitoren bin- 
det . 

Soil beispielsweise die Aktivitat des Enzyms Cathepsin H in ei- 
ner MeBprobe ermittelt werden, so konnte als chromato- 
graphisches Tragermaterial der Saule 1 Sepharose-Gel verwendet 
werden, welches mit der Substanz Papain prapariert ist. Papain 
bindet die mit Cathepsin H korrespondierenden Enzym-Inhibito- 
ren. 

Dem oberen Ende der Saule 1 ist eine Zuf iihreinrichtung 2 zuge- 
ordnet. In dem hier dargestellten Ausf iihrungsbeispiel handelt 
es sich um einen Entnahmearm 2, der alternativ auf einen MeJ3- 
probenspeicher 3 und ein Reservoir 4 fiir einen Saulenpuffer zu- 
greifen kann. 

Der Saule 1 bzw. dem unteren Ende der Saule 1 nachgeschaltet 
ist eine Ventil/Pumpen-Anordnung, mit der im dargestellten Aus- 
f iihrungsbeispiel mehrere Versuchsgef a/3e 5 mit einem Substrat 
und zumindest einem Teil der MeBprobe beflillbar sind. 

Zum Erfassen der Aktivitat von Cathepsin H in einer MeBprobe 
kann als Substrat H-Arg-AI-IC verwendet werden. Durch Einwirken 
des Enzyms Cathepsin H v/ird das Substrat H-Arg-AMC in die 
Spaltprodukte H-Arg und ?2^iC auf gespalten . Da die Enzymaktivitat 
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iminer proportional zur Konzentration der Spaltprodukte ist, 
laBt sich mit dem Anstieg der Konzentration zumindest eines 
Spaltprodukts des Substrats pro Zeiteinheit wahrend einer Inku- 
bationszeit die Enzymaktivitat erfassen. Im Falle des Cathepsin 
H wird der Anstieg der Konzentration von AMC erfaJ3t. Dazu wird 
im Rahmen des hier erorterten Ausf uhrungsbeispiels ein Detektor 
mit einem Fluorometer verwendet, der in der einzigen Figur 
nicht naher dargestellt ist. 

Im folgenden werden nun die einzelnen Komponenten der in der 
einzigen Figur dargestellten Vorrichtung naher erlautert. 

Wie bereits erwahnt sind verschiedene MeBproben in dem Meflpro- 
benspeicher 3, der beispielsweise durch ein Probenrondell ge- 
bildet sein kann, angeordnet. Mit Hilfe des Entnahmearms 2 kdn- 
nen die MeBproben nun vollautomatisch entnommen werden und iiber 
ein Ventil 6 der Saule 1 zugeleitet werden. Das chromatogra- 
phische Tragermaterial der Saule 1 ist so prapariert, daB in 
der Saule 1 ein UberschuB an einer Substanz, in der Kegel einem 
Oder mehreren Enzymen, herrscht, die die gewiinschten Enzym-In- 
hibitoren der MeBproben an sich binden konnen. Der Uberschufl an 
dieser Substanz ist in der Regel so groB, daB die Saule 1 mehr- 
fach verwendbar ist, d,h. fiir den Durchlauf einer groBeren An- 
zahl von MeBproben geeignet ist. AuBerdem ist die Saule 1 aus- 
tauschbar, so daB sie, nach dem die Substanz in der Saule 1 
verbraucht ist, durch eine neue Saule ersetzt werden kann. Die 
Dimensionierung und konstruktive Ausgestaltung der Saule 1 
hangt einerseits von der gewiinschten Kapazitat der Saule 1 ab 
und andererseits von dem apparativen Umfeld, in dem die Saule 1 
angeordnet werden soil. Die Saule 1 kann also beispielsweise 
mit einem groBen Querschnitt und entsprechend kurzer oder auch 
mit einem kleinen Querschnitt und demtentspr echend langer aus- 
gebildet sein. 
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Zur Uberpriifung der Funktionsf ahigkeit der Saule 1 sollten in 
regelmafligen Abstanden Kontrollinessungen an MeBproben mit be- 
kannter Enzymaktivitat durchgefiihrt werden . Auf diese Weise 
kann einfach festgestellt werden, ob die Enzym-Inhibitoren bin- 
dende Substanz der Saule 1. verbraucht ist . 

Um nun zu gewahrleisten, dafl sich die einzelnen MeBproben nicht 
miteinander vermischen, kann der Saule 1 alternativ zu einer 
Me/3probe iiber den Entnahmearm 2 und das Ventil 6 auch ein Sau- 
lenpuffer aus dem Reservoir 4 zugefiihrt werden. Dies erfolgt 
immer im Anschlui3 an das Zufuhren einer MeBprobe mit Hilfe ei- 
ner der Saule 1 nachgeschalteten Pumpe 7. 

Dieser Pumpe 7 und also der Saule 1 nachgeschaltet ist eine 
Kontrollvorrichtung 8 in Form eines Photometers, mit der die 
Reinheit des aus der Saule 1 bzw. der Pumpe 7 austretenden Sau- 
lenpuffers iiberpriift werden kann. Dadurch wird gewahrleistet , 
dai3 in der Saule ausschlieJBlich Saulenpuffer vorliegt, bevor 
der Saule 1 eine weitere MeBprobe zugefiiht wird. 

Durch das Nachspiilen der Saule 1 mit Saulenpuffer wird die MeB- 
probe, die die Saule 1 bereits durchlaufen hat, verdiinnt. Der 
Verdiinnungsgrad wird nun in einer der Saule 1 ebenfalls nachge- 
schalteten MeBvorrichtung 9 im Rahmen einer Voluraenmessung be- 
stimmt. Dabei ist das Volumen der MeBprobe bekannt . ErfaBt wird 
lediglich das Volumen des zum Spiilen verwendeten Saulenpuf f ers . 
Aus dem Gesamtvolumen von MeBprobe und Saulenpuffer kann nun 
der Verdiinnungsgrad berechnet werden. 

Der MeBvorrichtung 9 nachgeschaltet ist eine Mischvorrichtung 
10, mit Hilfe derer die Mischung aus MeBprobe und Saulenpuffer 
homogenis iert vjird. 

Die dabei entstehende homogene Mischung wird einem Ventil 11 
zugefiihrt, iiber das sowohl diese Mischung als auch das Substrat 
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aus einem Substratbehalter 12 und ein MeJ3puffer aus einem ent- 
sprechenden MeBpuf f erbehalter 13 den Versuchsgef aflen 5 zugelei- 
tet werden konnen. Der MeBpuffer 13 dient dabei zur Herstellung 
definierter Versuchsbedingungen . Dem Ventil 11 sind in dem hier 
dargestellten Ausf uhrungsbeispiel noch eine Pumpe 14 und ein 
weiteres Ventil 15 nachgeschaltet ^ die der Weiterleitung des 
nunmehr vorliegenden Gemischs aus MeJJprobe, Saulenpuf f er , Sub- 
strat und MeBpuffer dienen, 

Im Rahinen der hier beschriebenen Vorrichtung sind auch Mittel 
zur Temperierung der Versuchsgef afle 5 vorgesehen, die in der 
einzigen Figur allerdings nicht dargestellt sind. Die Versuch- 
gefafle sollten zumindest wahrend der Inkubationszeit temperier- 
bar sein. StandardgemaB arbeitet man bei Temperaturen von ca. 
37 ®C. Im Rahmen spezieller Versuchsbedinungen konnte aber auch 
eine flexible Temperierung sinnvoll sein. Die Inkubationszeit, 
d.h. die Einwirkzeit der MeJ3probe auf die Substrate, hangt von 
den unterschiedlichen Enzymen und Substraten ab und liegt in 
der Regel zwischen 5 und 15 Minuten. 

An dieser Stelle sei angemerkt, daJ3 es mit der erf indungsgema- 
Ben Vorrichtung moglich ist, einerseits redundante Messungen 
durchzuf iihren, indem in mehreren Ver suchsgef aBen die Aktivitat 
ein und desselben Enzyms einer MeBprobe bestimmt wird. Anderer- 
seits ist es bei entsprechender Praparation der Saule 1 auch 
moglich, die Aktivitaten unterschiedlicher Enzyme einer MeB- 
probe zu bestimmen, indem unterschiedliche Substrate verwendet 
werden, man die behandelte MeBprobe also auf unterschiedliche 
Substrate einwirken laBt. Denkbar ware schlieBlich auch noch 
die Bestimmung der Aktivitaten eines Enzyms auf unterschied- 
lichen Substraten. 

Mit der in der einzigen Figur dargestellten Vorrichtung konnen 
auch Vergleichsmessungen durchgefiihrt werden, indem MeBproben 
durch die Saule 1 in die Versuchsgef aBe 5 geleitet werden kon- 
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nen oder liber das Ventil 6, das Ventil 11, die Pumpe 14 und das 
Ventil 15 direkt in die Versuchgsgef aBe 5 geleitet werden kon- 
nen. Parallel zu den Messungen an MeBproben, die die Saule 1 
durchlaufen haben, konnen also auch Messungen der Enzymaktivi- 
tat an MeJ5proben vorgenommen werden, die die Saule 1 nicht 
durchlaufen haben. Damit sind sogenannte Vorher-/Nachher-Ver- 
gleichsmessungen moglich, namlich Messungen bei Gegenwart von 
Enzym-Inhibitoren in der Meflproben und Messungen an von Enzym- 
Inhibitoren bereinigten Mefiproben. 

Die in der einzigen Figur dargestellte Vorrichtung umfaflt 
schliefllich noch ein Ventil 16 iiber das der gesamten Appara^ur 
ein Spulpuffer 17 zum Reinigen der Apparatur zufuhrbar ist. 

Mit Hilfe einer Rechnereinheit 18 lassen sich die einzelnen 
Kornponenten der erf indungsgemaBen Vorrichtung ansteuern, so 
z.B. die Zuf iihreinrichtung, so daB der Saule 1 automatisch MeB- 
proben und Saulenpuffer zugefiihrt werden konnen. Auch die Aus- 
wertung der MeBergebnisse kann mit Hilfe der Rechnereinheit 18 
erf olgen . 

Insgesamt laBt sich mit Hilfe des erf indungsgemaBen Verfahrens 
und der erf indungsgemaBen Vorrichtung eine rationelle, zumin- 
dest weitgehend automatische MeBmethode zur Bestimmung der En- 
zymaktivitaten von in fliissiger Form vorliegenden MeBproben re- 
alisieren . 
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P a t e n t a n s p r ii c h e 

1. Verfahren zur Bestiiiunung der Aktivitat von Enzymen in 
Flussigkeiten, bei dem einer Meflprobe die mit mindestens einem 
Enzym korrespondierenden Enzym-Inhibitoren entzogen werden und 
bei dem die so behandelte Meflprobe mit einem Substrat versetzt 
wird, wobei das Substrat durch das Einwirken des Enzyms in 
Spaltprodukte aufgespalten wird und der Anstieg der Konzentra- 
tion zumindest eines Spaltprodukts des Substrats pro Zeitein- 
heit wahrend einer Inkubationszeit erfaBt wird, 

dadurch gekennzeichnt, dai3 die Enzyra-In- 
hibitoren der MeJ3probe auf chromatographischem Wege entzogen 
werden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , da/3 die 
Mei3probe durch eine Saule (1) mit einem chromatographischen 
Tragermaterial geleitet wird, wobei das Tragermaterial mit ei- 
ner die Enzym-Inhibitoren bindenden Substanz versetzt ist. 

3. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 oder 2, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die behandelte MeBprobe mit einem geeigneten 
Saulenpuffer definiert verdiinnt wird. 

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die behandelte MeBprobe zur Herstellung defi- 
nierter Versuchsbedingungen mit einem geeigneten MeBpuffer ver- 
setzt wird. 

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB das Substrat zumindest wahrend der Inkuba- 
tionszeit temperiert wird. 




- 15 - 



6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch ge- 
kennzeichnet , daB der Anstieg der Konzentration eines der 
Spaltprodukte des Substrats f luorometrisch bestimmt wird. 

7. Vorrichtung zur Bestiminung der Aktivitat von Enzymen in 
Fliissigkeiten, insbesondere rnit einem Verfahren nach einem der 
Anspriiche 1 bis 6, 

dadurch gekennzeichnet, .daJ5 zur Behand- 
lung einer Mefiprobe eine Saule (1) mit einem chromatogra- 
phischen Tragermaterial vorgesehen ist, wobei das Tragermate- 
rial mit einer Substanz versetzt ist, welche in der Mefiprobe 
vorliegende, mit mindestens einem Enzym korrespondierende En- 
zym-lnhibitoren bindet, daJ3 dem einen Ende der Saule (1) eine 
Zuf iihreinrichtung (2) fur MeBproben zugeordnet ist, dafi in 
Fluflrichtung der Meflprobe, der Saule (1) nachgeschaltet eine 
Ventil/Pumpen-Anordnung (7, 11, 14, 15) angeordnet ist, mit der 
mindestens ein Versuchsgef afl (5) mit einem Substrat und zumin- 
dest einem Teil der Mefiprobe beflillbar ist, und dafi ein Detek- 
tor zum Erfassen des Anstiegs der Konzentration zumindest eines 
Spaltprodukts des Substrats pro Zeiteinheit vorgesehen ist. 

8. Vorrichtung nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet-, dafi 
die Saule (1) mehrfach verwendbar ist, indem ein der Kapazitat 
der Saule (1) entsprechender Uberschufi an der Substanz vorhan- 
den ist. 

9. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 7 oder 8, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafi die Saule (1) austauschbar ist. 

10. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 7 bis 9, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafi die Zuf iihreinrichtung (2) alternativ Zugriff 
auf einen Mefiprobenspeicher (3) oder ein Reservoir (4) eines 
Saulenpuf f ers hat , 
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11. Vorrichtung nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet , da5 
der Saule (1) nachgeschaltet eine Kontrollvorrichtung (8) zum 
Oberpriifen der Reinheit des aus der Saule (1) austretenden Sau- 
lenpuffers vorgesehen ist. 

12. Vorrichtung nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet , dafl 
die Kontrollvorrichtung (8) photometrisch arbeitet. 

13. Vorrichtung nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet , dafl 
die Kontrollvorrichtung Mittel zur Messung der Leitf ahigkeit 
von Fliissigkeiten umfaBt. 

14. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 10 bis 13, dadurch 
gekennzeichnet , da/3 der Saule (1) nachgeschaltet eine MeBvor- 
richtung (9) zum Bestimmen der Verdiinnung der MeBprobe mit Sau- 
lenpuffer angeordnet ist. 

15. Vorrichtung nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet , da3 
die MeBvorrichtung (9) Mittel zur Volumenbestimmung von Fliis- 
sigkeiten umfaBt. 

16. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 10 bis 15, dadurch 
gekennzeichnet, daB der Saule '(1) nachgeschaltet eine Mischvor- 
richtung (10) zum Herstellen einer homogenen Mischung der be- 
handelten MeBprobe mit Saulenpuffer angeordnet ist.- 

17. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 7 bis 16, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB der MeBprobe, ggf . dem Saulenpuffer und dem 
Substrat in dem Ver suchsgef aB (5) iiber die Ventil/Pumpen-Anord- 
nung (11^ 14/ 1^) MeBpuffer zum Herstellen definierter Ver- 
suchsbedingungen beimischbar ist. 

18. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 7 bis 17, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB der Detektor ein Fluorometer umfaBt. 



19. Vorrichtung nach einem der Anspruche 7 bis 18, dadurch ge- 
kennzeichnet , daJ3 Mittel zum Temperieren des Versuchsgef afles 
(5) vorgesehen sind. 

20. Vorrichtung nach einem der Anspruche 7 bis 19, dadurch ge- 
kennzeichnet , dai3 zwischen der Zuf iihreinrichtung (2) und der 
Saule (1) mindestens ein umstellbares Ventil (6) angeordnet 
ist, liber das die MeBprobe alternativ liber die Saule (1) oder 
direkt, ohne Durchlaufen der Saule (1) in das Versuchsgef aJ3 (5) 
leitbar ist. 

21. Vorrichtung nach einem der Anspruche 7 bis 20, dadurch ge- 
kennzeichnet , daB mindestens ein Ventil (16) vorgesehen ist, 
liber das zumindest der Saule (1) und der. Ventil/Pumpen-Anord- 
nung' ein Spiilpuf fer zum.Reinigen zufiihrbar ist. 

22. Vorrichtung nach einem der Anspruche 7 bis 21, dadurch ge- 
kennzeichnet , da5 eine Rechnereinheit (18) vorgesehen ist zum 
automatischen Betreiben und Steuern zumindest der Zufiihrung der 
Meflproben und ggf . des Saulenpuf f ers , ggf . der Bestimmung der 
Verdlinnung der MeBprobe und ggf. des Mischens, des Befiillens 
der Versuchsgef aBe (5) und des Erfassens und Auswertens des An- 
stiegs der Konzentration zumindest eines Spaltprodukts des Sub- 
strats pro Zeiteinheit. 



Zusammenfassung 



Vorgeschlagen werden ein Verfahren und eine Vorrichtung zur Be- 
stimmung der Aktivitat von Enzymen in Fliissigkeiten, die eine 
weitgehende Automatisierung des MeBvorganges ermoglichen . Die 
Vorrichtung zur Durchfiihrung dieses Verfahrens umfaBt zur Be- 
handlung einer Mefiprobe eine Saule (1) mit einera chromatogra- 
phischen Tragermaterial , wobei das Tragermaterial mit einer 
Substanz versetzt ist, welche in der Meflprobe vorliegende, mit 
mindestens einem Enzym korrespondierende Enzym-Inhibitoren bin- 
det. Dem einen Ende der Saule (1) ist eine Zuf uhreinrichtung 
(2) fiir MeBproben zugeordnet. In FluBrichtung der MeBprobe, der 
Saule (1)' nachgeschaltet ist eine Ventil/Pumpen-Anordnung (7, 
11, 14, 15) angeordnet, mit der mindestens ein Versuchsgef a/3 
(5) mit einem Substrat und zumindest einem Teil der MeBprobe 
befiillbar ist. Das Substrat wird durch das Einwirken des Enzyms 
in Spaltprodukte auf gespalten . Mit Hilfe eines Detektors wird 
der Anstieg der Konzentration zumindest eines Spaltprodukts des 
Substrats pro Zeiteinheit wahrend einer Inkubationszeit erfaJBt, 



(Fig. ) 



